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1.2 DNA 改组 
DNA 改组[5,6]（DNA shuffling）又称有性 PCR
（sexual PCR）。首先对经随机诱变得到的一组有益
突变体，或天然存在的基因家族的一组序列相关的
DNA 序列进行 DNA 酶 I(DNase I)消化产生一系列
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1.4 交错延伸 






    除以上方法外，基因突变文库构建方法还有：
体外随机引发重组[9]、随机插入-删除链交换突变
（ random insertional-deletional strand exchange 
mutagenesis，RAISE）、基于 Y 连接的构件改组
（Y-ligation based block shuffling，YLBS）、随机引
物体外重组（random priming in vitro recombination，
RPIR ）、 临 时 模 板 随 机 嵌 合 生 长 （ random 
chimeragenesis on transient templates，RACHITT）、
设计的寡核苷酸装配（ assembly of designed 
oligonucleotides ， ADO ）、合成改组（ synthetic 
shuffling）、单向重组（mutagenic and unidirectional 
reassembly ， MURA ）， 非 同 源 随 机 重 组
（nonhomologous random recombination，NRR）以
及用于产生杂合酶的递增截短（ incremental 




















































Williams 等[17]用 DNA 改组方法改变了由 1,6-
二磷酸己酮糖醛缩酶催化形成C-C键合成的立体化
学。得到的醛缩酶在以非天然的 1,6-二磷酸果糖为
底物时立体定向性提高了 100 倍。 
Stephens 等[18]运用易错 PCR 改善来自嗜热真
菌的木聚糖酶（XynA）的碱性和热稳定性。筛选
得到 耐热变异 G41 在 80 摄氏度 90 分钟后保留
75％的活性。 佳碱稳定的变异 G53 在 pH 10 保留
93％的活性。为了便于 N 一甲酰- D -氨基酸酰胺水
解酶（DCase）生物转化法生产化学品 D-氨基酸，
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应用于化学品生物转化的实例。 
Lin 等 [21]利用定向进化技术的易错 PCR 和
DNA 改组，筛选枯草芽孢杆菌内切 β- 1 ,4 -葡聚糖
酶（Cel5A）突变体库，改善了一些 Cel5A 变种的
催化活性。其中，突变酶（M44 -11 ，S75 和 S78）
显示出 2.03 至 2.68 倍对于羧甲基纤维素钠（CMC）
的酶活增加，而 M44 - 11 表现出更广泛的 pH 值和
较高的热稳定性。 










品 1,3-丙二醇 (1,3-PD)，我们利用易错 PCR 技术突
变源于 Klebsiella pneumoniae 编码 1,3-丙二醇氧化
还原酶（PDOR）的 dhaT 基因，获得了比基因工程
菌 E. coli BL21(DE3)/PET-15b-dhaT 所得酶活高约 5
倍的进化菌 E. coli BL21(DE3)/PET-15b-dhaT’-24 
[23]。 
4 小结 
上世纪 90 年代初，美国科学家 Arnold 发明了
在试管内对目的酶基因进行快速改造的方法，称之






























[3] Leung DW, Chen E, Goeddel DV. A method for 
random mutagenesis of a defined DNA segment 
using a modified polymerase chain reaction [J]. 
Technique, 1989, 1(1): 11-15. 
[4] Cadwell RC, Joyce GF. Mutagenic PCR [M]. New 
York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
1994. 
[5] Stemmer WPC. DNA shuffling by random 
fragmentation and reassembly in vitro 
recombination for molecular evolution [J]. Proc 
Natl Acad Sci U S A, 1994, 91: 10747-10751. 
[6] Stemmer WPC. Rapid evolution of a protein in 
vitro by DNA shuffling [J]. Nature, 1994, 370: 
389-391. 
[7] Miyazaki K, Arnold FH. Exploring nonnatural 
evolutionary pathways by saturation mutagenesis: 
rapid improvement of protein function [J]. J Mol 
Evolution, 1999, 49: 716-720. 
[8] Zhao H, Giver L, Shao Z, et al. Molecular 
evolution by staggered extension process (StEP) 
in vitro recombination [J]. Nat Biotechnol, 1998, 
16: 258-261. 
[9] Hu WS, Bowman EH, Delviks KA. Homologous 
recombination occurs in a distinct retroviral 
subpopulation and exhibits high negative 
interference [J]. J Virol, 1997, 71: 6028-6036. 
[10] Yuan L, Kurek I, English J, et al. 
Laboratory-directed protein evolution [J]. 
Microbiol Mol Biol Rev, 2005, 69(3): 373-392. 
[11] Becker S, Schmoldt HU, Adams TM, et al. 
Ultra-high-throughput screening based on 
 92 庄  园：酶定向进化技术及其在化学品生物转化中的应用 
cell-surface display and fluorescence-activated 
cell sorting for the identification of novel 







[14] Reetz MT, Zonta A, Schimossek K, et al. 
Creation of enantioselective biocatalysts for 
organic chemistry by in vitro evolution [J]. 
Angew Chem Int Ed, 1997, 36 (24): 2830-2832. 
[15] 孔荣，钮利喜，袁静明．易错 PCR 法定向进化
D-海因酶的初步研究[J]．山西大学学报(自然
科学版)，2006；29(4)：425-427. 
[16] Kikuchi M, Ohnishi K, Harayama S. Novel 
family shuffling methods for in vitro evolution of 
enzymes [J]. Gene, 1999, 236(1): 159-167. 
[17] Williams GJ, Domann S, Nelson A, et al. 
Modifying the stereochemistry of an 
enzyme-catalyzed reaction by directed evolution 
[J]. Proc Natl Acad Sci U S A, 2003, 100(6): 
3143-3148. 
[18] Stephens DE, Singh S, Permaul K. Error-prone 
PCR of a fungal xylanase for improvement of its 
alkaline and thermal stability. FEMS Microbiol 
Lett. 2009 Apr; 293(1):42-47. 
[19] Yu H, Li J, Zhang D, Yang Y, Jiang W, YangS. 
Improving the thermostability of 
N-carbamyl-D-amino acid amidohydrolase by 
error-prone PCR. Appl Microbiol Biotechnol. 
2009 Feb; 82(2):279-85. 
[20] Zhang YX, Perry K, Vinci VA, et al. Genome 
shuffling leads to rapid phenotypic improvement 
in bacteria [J]. Nature, 2002, 415(6872): 
644-646. 
[21] Lin L, Meng X, Liu P, Hong Y, Wu G, Huang X, 
Li C, Dong J, Xiao L, Liu Z. Improved catalytic 
efficiency of endo-beta-1,4-glucanase from 
Bacillus subtilis BME-15 by directed evolution. 
Appl Microbiol Biotechnol. 2009 Mar; 82(4): 
671- 679. 
[22] May O, Nguyen PT, Arnold FH. Inverting 
enantioselectivity by directed evolution of 
hydantoinase for improved production of 
l-methionine [J]. Nat Biotechnol, 2000, 18 (3): 
317-320. 
[23] 庄园. 1,3-丙二醇氧化还原酶的定向进化. 华
侨大学硕士论文 2009 
[24] Chen K，Arnold FH. Enzyme Engineering for 
Nonaqueous Solvents: Random Mutagenesis to 
Enhance Activity of Subtilisin E in Polar Organic 




高效节能 HWV 旋风磨 
国家重点高新技术浙江丰利粉碎设备有限公司开发成功的省级新产品。整机及其耐磨装置已获国家






销售热线：0575-83105888、83185888、83100888   
中文搜索：浙江丰利      
网址：www.zjfengli.com 
